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ているセンダイウイルス (SeV) は近年遺伝子治療用ベクターとしても注目されている o パラミキソウイルスは約15
Kヌクレオチドの一本鎖の(一)鎖RNA を持つが、 DNA ウイルスや(+)鎖 RNA ウイルスとは異なり(ー)鎖ゲノム RNA は
細胞に導入してもそのままではウイルスはできなし '0 cDNA からウイルスを作成するためには、 T7RNA ポリメラー
ゼを発現する組換えワクシニアウイルス (RVVT 7) を LLCMK2 細胞に感染させた後、 T7 プロモーターをもっ鋳
型 cDNA を導入し、同時に NP、 P 、 L遺伝子をトランスに供給することが必要である D その理由としては、ゲノム
(一)鎖 RNA が NP タンパク質と結合してできる複合体を鋳型として、 P及びLタンパク質の複合体から成る RNA ポリ
メラーゼが mRNA の転写と(+)鎖アンチゲノム RNA の複製を行うためだと考えられてきた。本研究では、安定に T
7RNA ポリメラーゼを発現する細胞 (LLCMK 2#T 7) を樹立レ、パラミキソウイルスのヌクレオキャプシドタン
パク質の機能解析を試みた。
【方法ならびに成績】
1. NP、 P 、 Lの組合せによる鋳型のルシフエラーゼ発現
安定に T7RNA ポリメラーゼを発現している LLCMK2#T7 細胞に、センダイウイルス (SeV) ゲノム 3'及び 5'
末端に相補的な配列とルシフエラーゼ cDNA からなる(一)鎖 RNA を T 7 RNA ポリメラーゼにより合成できる
pHVLuciB と、 SeV の NP、 P、 L タンパク質の発現ベクター (pGEMNP、 pGEMP、 pGEML) を、様々な組合せで
同時に DOTAP 法でトランスフェクションし、ルシフエラーゼの発現を指標としてい)鎖 RNA 合成の比較を行った。
この結果、 pHVLuciB と pGEMNP の 2 つを導入した場合でも高いルシフエラーゼ活性が検出された。 pHVLuciB ま
たは pGEMNP それぞれ単独ではルシフエラーゼ活性は検出されなかった。
2. NP タンパク発現による鋳型のルシフエラーゼ発現
NP タンパク質の発現が(+)鎖 RNA 合成に必須か否かを確認するために、 pGEMNP を改変したプラスミドを作製
した。 pGEMNP、 pGEMNPのT7 プロモーターとNP遺伝子の聞に開始コドン、終止コドンを挿入したプラスミド、
pGEMNPのT7 プロモーターを欠損させたプラスミドをそれぞれ鋳型 pHVLuciB と一緒に細胞にトランスフェクショ
l ‘ 
ンし， (+)鎖 RNA の合成と NPタンパク質の発現との相関を検討した。その結果、 anti-NP polyclonal antibody を用
いた Protein blotting で検出される分子量60KDa の NP タンパク質が発現している時にのみ， (+)鎖 RNA が合成され
ることを確認した。
3. SeV 5' 、 SeV 3'配列を欠損した鋳型の(+)鎖 RNA 合成
NP タンパク質のもつ RNA ポリメラーゼ活性に鋳型塩基配列特異性があるかどうか検討するために、 ミニゲノム
の 5' と 3'末端を SeV と関係のない配列に置き換えたプラスミドを用いて、 NP による(+)鎖 RNA の合成を確認した
ところ、ルシフエラーゼ活性が約87%低下していた。さらに 5'あるいは 3'末端、 5' と 3'末端の両方を削ったミニ
ゲノムを用いて、 NP タンパク質による(+)鎖 RNA の合成を検討した結果、 3'末端を削った場合にルシフエラーゼ活
性が約70%低下していることから， (一)鎖鋳型 RNA のうち、 SeV ゲノム 3'末端に相当する配列が(+)鎖 RNA の合成に
必要であることがわかった。
【総括】









ムRNA の転写・複製過程でのヌクレオキャプシドタンパク質 (NP， P、 L) の機能解析を目的とした。その結果、
NP と SeV ゲノム 3'及び 5'末端に相補的な配列とルシフエラーゼ cDNA から成る(ー)鎖 RNA (ミニゲノム)を同時
に発現させた細胞では、 P、 L がなくてもミニゲノム由来の(一)鎖 RNA から(+)鎖 RNA が合成されることが確認され、
ヌクレオキャプシドの主要な構成成分である NP に SeV のゲノム RNA を鋳型とした(+)鎖 RNA を合成する RNA ポ
リメラーゼ活性が存在することが明らかになった。
本研究は、パラミキソウイルスの転写・複製に関わる RNA ポリメラーゼ活性は P-L 複合体にのみあるとするこ
れまでの定説に疑問を投げかけたものであり、今後、パラミキソウイルスの遺伝子複製の解明に貢献することが期待
され、学位の授与に値するものと評価できる o
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